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研究成果の概要（和文）：リソソームのマスター制御因子である転写因子TFEBの、自然免疫系における役割について解
析を進めた。予備的な結果で、TFEBの過剰発現で病原体センサーToll様受容体（Toll-like receptor, TLR)の応答が誘
導されるという結果を得ていることから、その機序について解析を加えた。しかしながら別のベクターで発現させると
、TLR応答が誘導されなかったために、TFEBの解析を進めることは困難であった。そこで、TFEBの制御因子であるmTOR
についての解析を進め、TLR3の応答にmTORC2が関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The present study focused on the role of a transcription factor TFEB, a master 
regulator of lysosomes, in Toll-like receptor (TLR) responses. In preliminary studies, TFEB 
overexpression upregulated TLR responses. However, overexpression by another expression vector did not 
activate TLR responses. Further study was therefore difficult to pursue. Instead, we focused on the role 
of mTOR, a regulator of TFEB, in TLR responses, and found that mTORC2 play a role in TLR3 responses.

研究分野： 免疫学

キーワード： 自然免疫
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１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエのTollは真菌の侵入を察
知し、NF-κB 転写因子の活性化を通して抗
菌ペプチドの産生を誘導する。ヒト、マウ
スで機能する Toll 様受容体（Toll-like 
receptor, TLR）も病原体成分に応答し、
NF-κB 転写因子の活性化を通して、サイト
カインや抗菌ペプチドの産生を誘導する。
Toll から NF-κB までのシグナル伝達経路、
誘導される応答については、ハエからヒト
まで保存されている。一方、I 型インター
フェロン(IFN)はハエでは保存されていな
いことから、転写因子 IRF を介した I 型
IFN の誘導はヒト、マウスにおいてのみ機
能していると考えられる。従って、ハエに
おいて保存されている自然免疫系はヒトや
マウスの自然免疫系の一部という事になる。
一方、線虫については、NF-κB 転写因子が
保存されていないにもかかわらず、抗菌ペ
プチドが感染に際して産生される。従って、
NF-κB 転写因子の代わりをする転写因子
が存在することになる。最近、その転写因
子が HLH-30(ヒト、マウスでのホモログは
TFEB)である事が報告された。線虫では、
細菌感染の際に HLH-30 が抗菌ペプチド
産生、およびオートファジーを誘導する。
一方、ヒトでは、TFEB はリソソームの機
能制御に関与しており、代謝の状態に応答
してオートファジーを誘導するが、自然免
疫系における役割には未だ不明な点が多い。
TFEB と、同じくリソソームに局在する
TLR7 との関係を解析し、ヒト、マウスの
自然免疫系における TFEB の役割を明ら
かにすることを本研究で提案した。ヒト・
マウスと線虫との間で、何が保存され、何
が異なるのかを明らかにする上で、貴重な
情報となり、ハエとの比較ではわからなか
った自然免疫系の新たな一面の解明に貢献
しうる可能性がある。また、TFEB は代謝
センサーmTOR と密接に関係しており、自
然免疫系と代謝系との連携機構の解明にも
つながる事が期待される。 
 
２．研究の目的 
自然免疫系では、Toll 様受容体(TLR)をは
じめとする病原体センサーが、病原体の侵
入を察知し、転写因子 NF-κB を活性化し
て、感染防御反応を誘導する。この機構は
ハエからヒトまで保存されているが、線虫
では、TLR も NF-κB のどちらも保存され
ていない。それにもかかわらず、感染に際
して抗菌ペプチド産生が誘導される。最近、
リソソームの恒常性に重要な転写因子
TFEB が線虫において抗菌ペプチド誘導に
関わる事が報告された。しかしながら、
TFEB のヒト・マウスの自然免疫系におけ

る解析は進んでいない。本研究では、TFEB
と TLR の中でもリソソームに局在する核
酸特異的 TLR との関係を明らかにし、線
虫からヒトまで保存された自然免疫機構の
解析を進める事で、新たな自然免疫系の解
明を目指す。 
 
3. 研究の方法 
TFEB 転写因子の TLR 応答における役割
を明らかにするために、TFEB 過剰発現の
3T3 線維芽細胞、J774 マクロファージの
TLR 応答を調べる。すでに、TFEB の過剰
発現が TLR、特に TLR7 の応答を増強させ
るという結果を得ているので、そのメカニ
ズムについて、TLR の発現、局在、シグナ
ル伝達経路について解析してゆく。また、 
CRISPR/Cas9 システムを用いて TFEB 欠
損細胞株を作成し、TLR 応答を調べる。す
でに実験系は確立できているので、3T3 細
胞や J774 マクロファージにおいて順次細
胞を作成して解析を進める。 
 同様に、代謝センサーmTOR と TLR 応
答の関連について解析を進める。mTORC1
阻害剤である rapamycin と mTORC1&C2
阻害剤 Torin1 を用いた実験を行い、TLR
応答を調べる。応答変化のメカニズムにつ
いて、TLR の発現やシグナル伝達経路、
mTOR および TLR3 の共免疫沈降実験に
より解析を進める。 
これらの解析を通して、リソソームが自然
免疫系と代謝系との接点であるというこれ
までにない新規概念の構築を目指す。 
 
４．研究成果 
TFEB 過剰発現細胞において TLR7 応答の
増強が見られたことから、TFEB の翻訳後
修飾部位について NIH3T3 細胞を用いて
検証した。TFEB の S210 は代謝センサー
mTOR によってリン酸化されることで
TFEB の核内移行を抑制し、TFEB の活性
を負に制御する。アラニン置換した S210A
変異体強制発現株ではTLR7 応答の増強が
見られなかった。同様に、CRISPR-Cas9
システムを用いて S210 をアラニン置換し
たノックイン細胞を作成し解析を行ったが、
野生型と比べてTLR7 応答に変化はなかっ
た。また、ノックイン細胞は野生型と比べ
て TLR7 発現量や mRNA 量に差がなかっ
た。TFEB には他にも多くのリン酸化部位
が報告または予測されている。S210 の他
に 10 種類のリン酸化部位変異体を作成し
たが、9 種類は野生型と比べて TLR7 応答
に変化はなかったが、1 つは TLR 応答が増
強した。その部位を CRISPR-Cas9 システ
ムを用いてアラニンに置換したノックイン
細胞を作成したが、野生型と比べて TLR7



応答に変化はなかった。これらの結果から、
TFEB 強制発現による TLR7 応答の増強は
TFEB リン酸化部位による影響ではないこ
とが示唆された。 

TFEB の発現を減少させた際の TLR7 応
答を検証するため、shRNA を用いてTFEB
ノックダウン細胞を作成し解析を行った。
TFEB ノックダウン細胞は野生型と比べて
TLR7 応答に変化はなかった。また、
CRISPR-Cas9 システムを用いて TFEB ノ
ックアウト細胞の作成を幾度も試みたが、
取得できなかった。これは、TFEB は細胞
生存に必須な遺伝子であることが原因と考
えられる。これらの結果から、TFEB 強制
発現細胞の TLR7 応答の増強は、TFEB に
よるのではなく、ほかの原因による可能性
が示唆された。我々の用いたレトロウィル
ス発現ベクターでは、ウィルス由来のタン
パク質と導入した遺伝子からなる融合タン
パク質が産生される可能性があり、そこで、
ほかのベクターを用いて TFEB の強制発
現細胞株を作成したところ、TLR7 の活性
化は認められなかった。これらの結果から、
TFEB が TLR7 の活性に関与する可能性は
低くなったことから、この方向での解析を
進めることを断念した。 
そこで、TFEB 活性を制御する遺伝子で

ある代謝センサーmTOR に着目した。
mTOR は mTORC1 と mTORC2 という 2
種類の複合体の主要構成分子であり、
TFEB は mTORC1 によって抑制される。
mTOR 阻害剤(rapamycin 及び Torin1)を
用いて線維芽細胞におけるTLR7 応答を検
証 し た 。 mTORC1 阻 害 剤 で あ る
rapamycin は、TLR7 応答によるサイトカ
イン産生を阻害できなかったが、mTORC1
及びC2阻害剤であるTorin1はTLR7応答
を阻害した。現在、mTORC2 と TLR7 応
答の関連について生化学的な解析を進めて
いる。 
 これらの解析に加えて、核酸認識 TLR
である TLR3 と mTOR の関連についても
解析を進めている。TLR3 は線維芽細胞に
強く発現しており、主にヘルペスウイルス
などのウィルス感染における宿主側の防御
システムとして働いている。NIH3T3 細胞
株に TLR3 および応答制御分子である
Unc93B1 を強制発現させ、TLR3 リガンド
である poly(I:C)による RANTES 産生を確
認 し た 。 mTORC1 阻 害 剤 で あ る
Rapamycin では、RANTES 産生が阻害さ
れ な い の に 対 し 、 mTORC1 お よ び
mTORC2 阻 害 剤 で あ る Torin1 で
RANTES 産生が減弱するという結果が得
られた。また、当研究室では、マウス TLR3
モノクローナル抗体を作成している。しか

し、TLR3 の局在については確認されてい
ない。抗 TLR3 抗体及び抗 Lamp1 抗体で
TLR3 の局在を確認したところ、TLR3 と
Lamp1 が共局在したことから、TLR3 はリ
ソソームに局在することが示された。
TLR7 や 9 の I 型 IFN 産生に AP-3 による
細胞内移行が必要であることから、リガン
ドで刺激後のTLR3 の局在を確認したとこ
ろ、TLR3 が刺激依存的に核周辺から細胞
膜辺縁まで拡散していることが確認され、
Torin1は刺激依存的なTLR3細胞内移行も
阻害した。これらの結果から、我々は TLR3
の細胞内移行はサイトカイン産生に重要で
あり、そのどちらにも mTORC2 活性が重
要である可能性を見出した。現在、TLR3
における mTORC2 活性による影響につい
てシグナル伝達経路などの生化学的解析を
行っている。 
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